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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Eryki Milarskiej
pt. ,,Genetyczna charakterystyka wybranych alpejskich i arktyczno-alpejskich gatunkow
z rodzaju Cerastium L. (Caryophyllaceae)”
wykonanej w Katedrze Fizjologii, Genetyki i Biotechnologii Roslin, Wydzialu Biologii
i Biotechnologii, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
pod kierunkiem naukowym dr hab. Piotra Androsiuka

Podstawa formalng wykonania niniejszej recenzji jest pismo Przewodniczacej Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, Pani prof. dr hab.
Niny Smolinskiej z dnia 18.04.2024r. (WBiB-DZ.RND.26.2024), z prosba o jej wykonanie.

Struktura pracy — ocena formalna

Rozprawe stanowi spojny tematycznie zbiér dwoch wieloautorskich artykutéw naukowych
opublikowanych w 2023 roku w uznanych czasopismach naukowych o zasi¢gu mi¢dzynarodowym:

1. Milarska SE, Androsiuk P, Bednarek PT, Larson K, Gielwanowska I. 2023. Genetic variation of
Cerastium alpinum L. from Babia Gora, a critically endangered species in Poland. Journal of
Applied Genetics 64: 37-53. DOI: 10.1007/s13353-022-00731-x

2. Milarska SE, Androsiuk P, Paukszto L., Jastrzebski JP, Mazdziarz M, Larson K, Gietwanowska I.
2023. Complete chloroplast genomes of Cerastium alpinum, C. arcticum and C. nigrescens:
genome structures, comparative and phylogenetic analysis. Scientific Reports 13: 18774. DOI:
10.1038/s41598-023-46017-y

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor, IF) prac w roku opublikowania wynosi

7.00, a tgczna liczba punktow MEIN to 280. W obu artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem
a jej udziat w powstaniu publikacji byt wiodacy i polegat na: genotypowaniu materiatow badawczych
analizie 1 interpretacji wynikéw genotypowania C. alpinum, wizualizacji danych oraz charakterystyce
i analizach porownawczych genomow chloroplastowych. Ponadto Doktorantka przygotowata pierwsze
wersje manuskryptoéw i udzielita odpowiedzi na recenzje obu prac.
Poza kopiami artykulow naukowych, ktore stanowig oceniane osiggnigcie naukowe w sktad rozprawy
wchodzi streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, wstgp zawierajacy informacje dotyczace
przedmiotu rozprawy, opis hipotez badawczych i celu pracy, przedstawienie materiatow i metod
zastosowanych w badaniach, omodwienie uzyskanych wynikow zawartych w poszczegodlnych
publikacjach, podsumowanie, bibliografia oraz spis tabel. Na koncu opracowania zataczono
o$wiadczenia wspotautorow okreslajace ich wktad w przygotowanie publikacji. O$wiadczenia te, wraz
z ,,Authors contribution” zamieszczonymi w 0bu pracach potwierdzaja, iz Pani mgr Sylwia Eryka
Milarska pehita istotng role w powstaniu obu publikacji. Zaproponowany przez Autorke uktad pracy
nie budzi moich zastrzezen podobnie jak przyjety przez nig tytul pracy, ktory jest zwigzty i zgodny
z zaprezentowanymi w publikacjach wynikami badan.

Warto$¢ merytoryczna pracy

W ostatnich dziesigcioleciach obserwuje si¢ postepujace ograniczenie wystgpowania siedlisk wielu
gatunkow ro$lin spowodowane przede wszystkim ekspansja rolnictwa na nienaruszone jeszcze
ckosystemy, rozprzestrzenianiem si¢ gatunkow inwazyjnych oraz postgpujacymi zmianami klimatu
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wynikajacymi z dziatalno$ci czlowieka. Prowadzi to do nieodwracalnej utraty bioréznorodnosci bedace;j
zagrozeniem prawidlowego funkcjonowania zycia na Ziemi. Jednym z gatunkéw skategoryzowanych
w Polskiej Czerwonej Ksiedze Roslin jako krytycznie zagrozony jest Cerastium alpinum, w Polsce
znane pod nazwa rogownica alpejska. Jego jedyne naturalne stanowiska znajduja si¢ na niewielkim
obszarze Babiej Gory. Brak jest danych literaturowych informujacych o aktualnej kondycji genetycznej
w obrebie tej populacji, ktore mogtyby utatwi¢ zaplanowanie skutecznej strategii ochrony tego gatunku.
Rowniez wiedza na temat relacji filogenetycznych w obrgbie rodzaju Cerastium a przede wszystkim
kompleksu C. alpinum — C. arcticum jest bardzo ograniczona ze wzgledu na brak uniwersalnych
markeréw do identyfikacji poszczegolnych taksondéw. Nie ma wigc watpliwosci, ze podjety przez
Doktorantke temat badawczy jest oryginalny a prezentowane wyniki dostarczaja nowych danych.

We wstepie Doktorantka w wyczerpujacy sposob opisuje aktualny stan wiedzy dotyczacy tematyki
pracy omawiajac w pierwszej kolejnosci przyczyny oraz skutki utraty zmiennosci genetycznej w obrebie
populacji. Nastepnie przedstawia techniki molekularne uzyte dotychczas w badaniach zmiennos$ci
genetycznej wybranych gatunkéw z rodzaju Cerastium oraz zalety systemu markerow iPBS (ang. inter
primer binding sites). Dogl¢bnie opisuje tez problem systematyki gatunkow omawianego rodzaju a na
koniec wspomina o niewielkiej dostepnosci sekwencji genomow chloroplastowych przedstawicieli
rodziny Caryophyllaceae.

Na podstawie przegladu badan empirycznych innych autoréw Doktorantka okresla problem
badawczy, a nastepnie stawia cele i formuluje wlasne hipotezy badawcze. W mojej ocenie przyjete
hipotezy badawcze korespondujg z celami pracy. Cel pierwszy: ,,Analiza zmienno$ci genetycznej C.
alpinum z obszaru Babiej Gory” zostal sformutowany poprawnie. Uwazam jednak, ze cel drugi:
»Uzyskanie danych umozliwiajacych identyfikacje oraz analize powigzan filogenetycznych pomiedzy
gatunkami kompleksu C. alpinum — C. arcticum” niezbyt trafnie odzwierciedla intencje Autorki. Czy
rzeczywiscie gtownym celem bylo samo uzyskanie danych, czy raczej identyfikacja oraz analiza
powigzan na podstawie uzyskanych danych? Nie jest do konca zrozumiate, jakie dane Doktorantka ma
na mysli.

Rozdzial Materialy i metody zostal przygotowany w sposob wlasciwy i uporzadkowany. Zawiera
opisy uzytych materiatow roslinnych wraz z ich pochodzeniem i doktadng lokalizacja, wykaz metod
badawczych oraz sposob analizowania wynikow. Zakres stosowanych metod analitycznych jest
wilasciwie dobrany do zalozonych celow badawczych. Zadaniem Doktorantki byta migdzy innymi
izolacja genomowego i chloroplastowego DNA, okreslenie jego ilosci i czystosci, wykonanie analiz
PCR z uzyciem starterow iPBS z zastosowaniem metodyki opracowanej wczesniej przez Kalendar 1 in.
(2010) z modyfikacjami Androsiuka i in. (2015) oraz przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania na
platformie Illumina NovaSeq6000. Moje duze uznanie dla Doktorantki budzi znajomo$¢ szeregu
specjalistycznych programéow komputerowych bez ktérych analiza danych molekularnych bytaby
niemozliwa. Nalezg do nich zaréwno programy uzywane w badaniach z zakresu genetyki populacji tj.:
GenAlEx v.6.5, PAST, Arlequin v.3.5, Bottleneck v.1.2.02, Structure v.2.3.4, Structure Harvester
v.0.6.94, jak rowniez programy stuzace do kontroli jako$ci odczytow i adnotacji genomu (FastQC,
Geneious v.R7), PlasMapper), generowania map (OrganellarGenome DRAW), analiz powtorzen
genomowych i sekwencji mikrosatelitarnych (REPuter, Phobos v.3.3.12) oraz czgstosci wystgpowania
poszczegolnych kodonow (Geneious v.R7), identyfikacji substytucji (DnaSP v.6.10.04) i miejsc edycji
RNA (PREPACT 3.0). Ponadto do analiz filogenetycznych i okreSlenia zréznicowania genetycznego
Pani Sylwia Eryka Milarska postuzyta si¢ programami komputerowymi MAFFT v.7.310, Mega v.7,
MrBayes v.3.2.6, DnaSP v.6.10.04 i MAUVE v.1.1.1.

Niestety w tej czgsci opisu Autorka nie ustrzegta sie przed popelnieniem razacego btedu mylac pojecia

hodowli 1 uprawy roslin (punkt 4.4 rozprawy doktorskiej). Nie sprecyzowata tez z jakiej cz¢sci rosliny

pobierano materiat do izolacji DNA. Czy proba do analiz NGS pochodzita z jednej czy z kilku roslin?
W kolejnym rozdziale Pani Sylwia Eryka Milarska omawia wyniki badan, na podstawie ktorych

przygotowano publikacje stanowigce przedmiot rozprawy doktorskie;j.

W Publikacji I Autorka ocenia skuteczno$¢ markerow iPBS wnioskujac, ze system ten jest skuteczny

zaré6wno w ujawnianiu polimorfizmu genetycznego pomigdzy osobnikami z poszczegdlnych populacji,



jak 1 pomigdzy analizowanymi populacjami. Za pomocg analizy PCoA wskazuje na wysokie
podobienstwo pomigdzy populacjami 1-4 zasiedlajacymi rejon Babiej Gory oraz pomiedzy populacjami
5 (Szwajcaria) i 7 (Szwecja). Populacja 6 (Norwegia — rejon Arktyki) okazata si¢ genetycznie
najbardziej oddalona od pozostalych. Analiza struktury genetycznej z wykorzystaniem statystyki
bayesowskiej potwierdzita odrgbne grupowanie materialtdow pozyskanych ze stanowisk w Szwajcarii,
Szwecji i Norwegii oraz wskazata na ich genetyczng jednorodnos$¢. Populacja babiogorska byta
podzielona na kilka odrebnych grup, jednakze wartosci Q wskazywaty na przypisanie czes$ci materialu
ro$linnego do wigcej niz jednej z nich. W opisie Autorka nie podaje niestety podstawowych parametrow
analizy bayesowskiej takich jak: wartosci deltakK, liczba potencjalnych grup, oraz odsetek roslin
cze$ciowo lub jednoznacznie przypisanych do kazdej z nich. Relacje pomigdzy analizowanymi
populacjami C. alpinum okreslone zostaty takze za pomoca wskaznika utrwalenia alleli w populacjach
(FST). Wskaznik ten potwierdzil najwigksze zréznicowanie genetyczne pomiedzy populacjami 5 oraz
6 (0.839) i najmniejsze pomiedzy populacjami babiogorskimi (0.268-0.538). Doktorantka wskazuje na
istotng 1 pozytywna korelacje (R2 = 0.5073, p = 0.02) pomiedzy wartoscig dystansu genetycznego
migdzy populacjami a odlegloscia geograficzng pomiedzy nimi.

Za najwazniejsze osiggniecie wykazane w Publikacji 11 nalezy uzna¢ zsekwencjonowanie genomow
chloroplastowych trzech gatunkéw z rodzaju Cerastium: C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens.
Uzyskane sekwencje zdeponowano w bazie NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Kolejnym cennym wynikiem jest szczegdtowa charakterystyka uzyskanych genomoéw
chloroplastowych ze wskazaniem roznic, na podstawie ktérych mozna wnioskowa¢ o odrgbnosci
poszczegolnych gatunkéw. Do analiz wlaczono dostgpne w bazie NCBI sekwencje genoméw
chloroplastowych C. glomeratum i C. arvense. W obrgbie badanych genoméw Doktorantka
zidentyfikowata 113 genow, w tym 79 gendéw kodujacych biatka, 30 gendéw kodujacych tRNA oraz
cztery geny kodujace rRNA. Dominujagcym aminokwasem byta leucyna (10.7%), a najliczniej
wystepujacym kodonem ATT (4.46%). Analiza wykazata obecno$¢ 79 powtarzalnych sekwencji
o dtugosci od 30 do 170 pz. Najwiecej z nich, w liczbie 23, obserwowano u C. arcticum. Ponadto
Doktorantka odnotowata réwniez obecnos¢ od 20 (C. nigrescens) do 23 (C. arcticum) sekwencji
mikrosatelitarnych. Zauwazyta, ze badane genomy wyraznie rdznig si¢ pod wzgledem ilosci
wystepowania motywow mono-, di-, tri- i tetranukleotydowych tego typu sekwencji. Co istotne,
wystepuje tez unikalny motyw dinukleotydowy AT/TA w genomie chloroplastowym C. glomeratum
oraz pentanukleotydowy (AATAT/TATAA) i heksanukleotydowy (AAATCC/CCTAAA) w genomie
C. alpinum. Kolejnym waznym zadaniem, ktorego podjeta si¢ Doktorantka byto przeanalizowanie presji
selekcyjnej oddziatujacej na sekwencje kodujace biatka w 77 genomach chloroplastowych badanych
gatunkow. Na podstawie stosunku czestosci wystepowania substytucji niesynonimicznych (Ka) do
synonimicznych (Ks) Pani Sylwia Eryka Milarska wykazata, ze w przypadku badanych gatunkow
dominuje selekcja negatywna (czyszczaca), z wyjatkiem genu kodujacego chloroplastowg
dehydrogenaze NADH (ndhB). Z punktu widzenia identyfikacji potencjalnych markerow
molekularnych odpowiednich do analiz filogenetycznych i poprawnego rozpoznania gatunkéw, bardzo
waznym wynikiem bylo wykazanie obecnosci dziewigciu wysoce zmiennych (n > 0.015) regionoéw
niekodujacych genomu chloroplastowego, wsrod ktorych najwigksza wartos¢ m (0.02708)
zaobserwowano dla regionu trnD-GUC-trnY-GUA. Ponadto Autorka zidentyfikowala i opisata
potencjalne miejsca edycji w 63 genach kodujgcych biatka w genomach chloroplastow C. alpinum,
C. arcticum i C. nigrescens. Dopelnieniem badan byta rekonstrukcja powigzan filogenetycznych w
ramach rodzaju Cerastium oraz rodziny Caryophyllaceae zakonczona wnikliwg analiza potencjalnej
$ciezki roznicowania taksonow w toku ewolucji.

Podsumowujac, wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng artykutdéw wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej. Nalezy podkresli¢, ze prace te zostaly wczesniej poddane wnikliwej 1 rygorystycznej
recenzji specjalistow a takze edytorow naukowych i uzyskaly ich pozytywne opinie. W zwigzku z tym
omawianie ich strony edytorskiej uwazam za zbg¢dne.

Moje uwagi dotyczg opisu wynikéw Publikacji | w autoreferacie. Zabraklo tu krotkiego,
jednozdaniowego wprowadzenia, ktore informowaloby czytelnika o przeznaczeniu poszczegoélnych



wskaznikoéw opisujacych relacje w obrgbie badanych populacji. Przyktadem jest zastosowanie do tych
celow wspolczynnika FST. Autorka podaje najwiekszg i najmniejsza warto§¢ FST, ale nie wyjasnia
znaczenia tego parametru, zakresu jego warto$ci oraz sposobu interpretacji uzyskanego wyniku
w przyjetej skali (Wright 1978). Utatwieniem dla czytelnika bytoby rowniez umieszczenie w tym
miejscu ryciny obrazujacej wyniki, przyktadowo w postaci dendrogramu. Ponadto Doktorantka czesto
stosuje bardzo ogolne opisy nie wskazujac wartosci liczbowych wynikéw, np. ,,Najwyzsze wartosci obu
parametréow stwierdzono dla populacji 3, podczas gdy najnizsze dla populacji 57; ,Wykorzystanie
programu Bottleneck pozwolito na wykrycie sladéw efektu waskiego gardta u wszystkich badanych
populacji”’; ,,Badania prowadzone z wykorzystaniem programu Structure wykazaty wyrazna strukture
genetyczng w badanym materiale” Wyniki stanowigce podstawe napisania Publikacji I zostaty
zaprezentowane bez zastrzezen - zwigzle, a jednoczesnie szczegdlowo. Sugeruje jedynie unikanie
mieszania w opisie formy osobowej z bezosobowa, np. ,,zgodnie z naszymi obserwacjami” vs.
,,obserwowano”.

Opracowanie autoreferatu zakonczone jest podsumowaniem stanowigcym reasumpcje wynikow
badan i obejmujgcym trzynascie punktow. Ich tres¢ precyzyjnie odnosi si¢ do stawianych hipotez
badawczych. W mojej opinii hipotezy te zostaty w pelni zweryfikowane w wyniku przeprowadzonego
eksperymentu badawczego. Warto byloby jednak w tym miejscu podkresli¢, jakie znaczenie majg
przeprowadzone badania oraz w jaki spos6b wyniki pracy moga wptyna¢ na dalszy rozwoj dziedziny.

Wybér pismiennictwa jest adekwatny i dobrze dobrany na potrzeby przygotowania rozprawy
doktorskiej. Liczba cytowanych publikacji (52) swiadczy o dobrej znajomosci tematyki podjetych
badan. Wigkszo$¢ pozycji bibliograficznych (96%) stanowia prace anglojezyczne o zasiggu
miedzynarodowym, w tym 38% z nich zostato opublikowane w ostatniej dekadzie. Spis literatury zostat
przygotowany z duzg starannoscia.

Pragne podkresli¢, ze wyzej wymienione uwagi i sugestie, ktore pojawily si¢ w ocenianej rozprawie
doktorskiej nie umniejszaja jej wysokiej wartosci merytorycznej. Prosze jednak o ustosunkowanie si¢
do nich i oméwienie podczas publicznej obrony. Ponadto prosze o odniesienie si¢ do nast¢pujacych

pytan:

1. Najmniejsza z badanych populacji liczyta jedynie 14 osobnikoéw, a najwigksza 28. Jakie jest ryzyko
btedu podczas szacowania dystansu genetycznego z uzyciem markeréw DNA w obrebie tak mate;j
proby?

2. Jaka jest minimalna efektywna wielko$¢ populacji pozwalajaca unikna¢ jej wyginigcia w wyniku
depresji chowu wsobnego i jak na tym tle przedstawia si¢ kondycja populacji babiogorskiej?

3. Czy Doktorantka mogtaby scharakteryzowac dziatania jakie nalezaloby podjac, aby na podstawie
otrzymanych wynikow sekwencjonowania uzyskaé prosty w uzyciu marker do celow identyfikacji
gatunkow z rodzaju Cerastium?

Podsumowanie oceny pracy

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ obszerna wiedza z zakresu
przedmiotu badan, znajomoscig najnowszej literatury oraz samodzielno$cia w rozwigzywaniu
oryginalnego problemu naukowego. Struktura pracy i jej uklad sa zgodne z wymaganiami stawianymi
pisaniu prac doktorskich. Eksperymenty do$wiadczalne zostaly zaplanowane i przeprowadzone
w sposob prawidlowy. Autorka udowodnila, Zze nie tylko potrafi biegle postugiwac si¢ licznymi
programami do analizy danych molekularnych i korzysta¢ =z informacji zgromadzonych
w internetowych bazach danych, ale rowniez umiejetnie interpretowaé uzyskane wyniki. W mojej opinii
przeprowadzone badania sg nowatorskie i dostarczaja cennych informacji dotyczacych poziomu
zmienno$ci genetycznej w obrebie jedynego w Polsce stanowiska wystepowania C. alpinum oraz
budowy genomoéw chloroplastowych wybranych gatunkéw z rodzaju Cerastium. Maja one nie tylko
charakter poznawczy, ale i aplikacyjny poniewaz znalezione réznice w sekwencji genomow
chloroplastowych C. alpinum, C. arcticum, C. nigrescens, C. arvense i C. glomeratum moga poshuzy¢
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do jednoznacznej identyfikacji wymienionych gatunkéw oraz stanowig podstawe do opracowania
markeréw molekularnych do tego celu. Przeprowadzone badania dostarczajg rowniez cennych
informacji niezbednych do opracowania skutecznej strategii ochrony zasobéw genetycznych populacji
babiogorskiej C. alpinum. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna sadzi¢, ze
Doktorantka zdobyta niezbgdne do$wiadczenie i umiejetnosci przydatne w przysztej pracy badawcze;j.
Na uwageg zastuguje fakt, ze zgodnie z informacja zamieszczong na stronie Web of Science Core
Collection w sktad dorobku naukowego Pani mgr Sylwii Eryki Milarskiej oprocz prac wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej wchodza cztery inne publikacje, gdzie Doktorantka peini role pierwszego
autora lub wspotautora. Dorobek ten jest czesciowo wynikiem wspolpracy zarowno z krajowymi jak
i zagranicznymi placéwkami naukowymi.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska zatytutowana ,,Genetyczna charakterystyka wybranych alpejskich i arktyczno-
alpejskich gatunkoéw z rodzaju Cerastium L. (Caryophyllaceae)” reprezentuje wysoki poziom naukowy
i stanowi warto$ciowy wktad w rozwdj dziedziny nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne, w ramach ktorych Pani mgr Sylwia Eryka Milarska ubiega si¢ o stopien doktora.

W zwiazku z powyzszym ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani
mgr Sylwii Eryki Milarskiej spelnia wymogi formalne okreslone art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szKkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023.742 z po6zniejszymi zmianami).
Zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Sylwii Eryki Milarskiej do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistlych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

dr hab. Agnieszka Niedziela, prof. IHAR-PIB



